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A menos que modifiquemos a nossa maneira de pensar, ndo seremos
capazes de resolver os problemas causados pela forma como nos
acostumamos a ver o mundo (Albert Einstein).



RESUMO

O metilmercurio (MeHg) € um dos poluentes ambientais mais toxicos,
acumulando-se no sistema nervoso central (SNC) e no sistema cardiovascular, onde
promove estresse oxidativo, disfungcdo mitocondrial e inflamagédo. Evidéncias
epidemioldgicas sugerem que a variabilidade genética, em especial as diferentes
isoformas da Apolipoproteina E (ApoE), influencia a susceptibilidade individual a
toxicidade mercurial. A isoforma ApoE4 tem sido associada a maior vulnerabilidade
clinica, embora os mecanismos estruturais dessa associagdo permanegam pouco
esclarecidos.

O presente estudo teve como objetivo investigar, por meio de métodos
computacionais, potenciais interagdes entre o CH;Hg e as isoformas da ApoE. Para
isso, foram realizadas otimizagées de geometria e calculos semiempiricos com o
software MOPAC, além da analise Independent Gradient Model (alGM) para
caracterizagao inicial das interagdes. Adicionalmente, empregou-se o meétodo do
Reduced Density Gradient (RDG), implementado no software Multiwfn, para avaliar
de forma comparativa os perfis de interagées nao-covalentes (NCI) das isoformas da
ApoE, na auséncia e presenga do CH;Hg.

Os resultados mostraram que as isoformas ApoE2 e ApoE3 apresentaram
maior estabilidade ao interagir com o MeHg, enquanto a ApoE4 se mostrou menos
estavel. As analises RDG reforgaram esses achados, evidenciando que a presenca
de residuos de cisteina favorece interagdes atrativas com o CH;Hg, ao passo que sua
auséncia em ApoE4 resulta em menor afinidade.

Assim, os achados deste trabalho reforcam hipoteses clinicas e
epidemioldgicas de que portadores do alelo €4 sdo mais suscetiveis a toxicidade do
MeHg, por ndao apresentarem interacdes protetoras estaveis com o metal. O estudo
fornece uma base para compreender como variagcdes estruturais da ApoE modulam
a susceptibilidade individual, destacando a proteina como um biomarcador genético

relevante em populagdes cronicamente expostas ao mercurio.

Palavras-chave: Metilmercurio; Apolipoproteina E; Isoformas; Modelagem
computacional; Toxicidade; Biomarcador genético.



ABSTRACT

Methylmercury (MeHg) is one of the most toxic environmental pollutants,
accumulating in the central nervous system (CNS) and cardiovascular system, where
it promotes oxidative stress, mitochondrial dysfunction, and inflammation.
Epidemiological evidence suggests that genetic variability, particularly the different
isoforms of Apolipoprotein E (ApoE), influences individual susceptibility to mercury
toxicity. The ApoE4 isoform has been associated with greater clinical vulnerability,
although the structural mechanisms of this association remain unclear.

This study aimed to investigate, using computational methods, potential
interactions between CHz;Hg and ApoE isoforms. To this end, geometry optimizations
and semiempirical calculations were performed with MOPAC software, in addition to
Independent Gradient Model (alGM) analysis for initial characterization of the
interactions. Additionally, the Reduced Density Gradient (RDG) method, implemented
in the Multiwfn software, was used to comparatively evaluate the non-covalent
interaction (NCI) profiles of ApoE isoforms in the absence and presence of CHzHg.

The results showed that the ApoE2 and ApoE3 isoforms exhibited greater
stability when interacting with MeHg, while ApoE4 was less stable. RDG analyses
reinforced these findings, demonstrating that the presence of cysteine residues favors
attractive interactions with CHsHg, while their absence in ApoE4 results in lower
affinity.

Thus, the findings of this study reinforce clinical and epidemiological
hypotheses that carriers of the €4 allele are more susceptible to MeHg toxicity because
they lack stable protective interactions with the metal. The study provides a basis for
understanding how structural variations in ApoE modulate individual susceptibility,
highlighting the protein as a relevant genetic biomarker in populations chronically

exposed to mercury.

Keywords: Methylmercury; Apolipoprotein E; Isoforms; Computational modeling;
Toxicity; Genetic biomarker.
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1 INTRODUGAO

O mercurio (Hg) é classificado como uma das principais substancias quimicas
de maior impacto para a saude, segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
(Gibb et al., 2015). Embora seja um elemento natural amplamente distribuido no
ambiente, atividades humanas em larga escala tém aumentado de forma significativa
sua liberagdo na atmosfera, ampliando a exposigao crénica de populagdes que vivem
em areas de risco (Berzas Nevado et al., 2010; Crespo-Lopez et al., 2009a). Um
exemplo disto, foi o incidente em Minamata, no Japao, onde a ma utilizagado de
residuos industriais levou a contaminacao por metilmercurio (MeHg), representando
uma tragédia ambiental e de saude publica. Esse episddio resultou na criacédo da
Convencao de Minamata, cujo objetivo € reduzir as emissdes de Hg. Apesar disso,
projecdes indicam que até 2050 essas emissdes devem aumentar globalmente (Rafa;j
et al., 2013), resultando em exposi¢cao humana prolongada e efeitos adversos a saude
(Evers et al., 2016; Streets et al., 2019).

A exposicdo ao Hg pode ocorrer de diferentes formas quimicas: elementar
(Hg®), oxidada (Hg*, Hg**) ou organica, como o MeHg, que variam em toxicocinética
e toxicodinamica. Seus efeitos adversos a saude tém sido observados de forma
consistente em humanos e/ou animais expostos, variando de acordo com a dose e o
tempo de exposicao (Clarkson; Magos, 2006; Yang et al., 2020).

Concentragdes elevadas de mercurio no ambiente podem resultar da
degradacao do solo, intensificada por atividades humanas como desmatamento,
agricultura e mineracdo de ouro, além da emissao atmosférica do Hg elementar
(Berzas Nevado et al., 2010; Clarkson; Magos, 2006a). O mercurio, entdo, deposita-
se nos sistemas aquaticos, sendo parcialmente convertido em MeHg por bactérias
metanogénicas através de biotransformac¢ao. O MeHg € assimilado na cadeia trofica
por meio da biomagnificacdo, caracterizada pelo aumento progressivo da
concentragao de substancias quimicas ao longo dos niveis troficos (Gochfeld, 2003).
Assim, a ingestdo de pescado contaminado torna-se a principal via de exposi¢cao
humana ao MeHg, principalmente em populagdes nas quais o pescado representa um
papel central na composicao alimentar (Crespo-Lépez et al., 2009a; Pinheiro et al.,

2007). Os processos centrais de biotransformagédo e bio magnificacdo estdao na
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descritos na Figura 1, ilustrado pelo ciclo do Hg nos ecossistemas aquaticos de como
ocorre a biotransformacéao e a biomagnificagdo do MeHg.

Figura 1: Biotransformacgao e biomaginificagdo do MeHg.
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metanogénicas

Fonte: Adaptado de Crespo-Lopez et. al., 2021.

Biotransformagédo e biomagnificagdo do mercurio na Amazdnia. O mercurio inorganico (Hg2+) é
transformado por bactérias metanogénicas em MeHg e é introduzido na cadeia alimentar por sua
capacidade de atravessar as barreiras celulares. O MeHg entra na cadeia alimentar aquatica,
inicialmente absorvido por organismos menores, como fitoplancton e pequenos peixes, vai se
acumulando e aumentando de concentragao a cada nivel da cadeia tréfica até chegar ao ser humano.

O MeHg se destaca como o organomercurial de maior toxicidade, devido a sua
alta capacidade de atravessar membranas bioldgicas, elevada lipossolubilidade e
lenta excrecao (Berzas Nevado et al., 2010; Clarkson; Magos, 2006a; Crespo-Lopez
et al., 2005). Além disso, enquanto as formas inorganicas de mercurio dependem de

transportadores especificos para atravessar a membrana lipidica, o MeHg difunde-se
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mais facilmente, aumentando seu potencial de toxicidade (Silva-Pereira et al., 2005).
Um dos mecanismos associados a sua mobilidade é a formagédo do complexo MeHg-
cisteina, estruturalmente semelhante a metionina. Esse complexo € reconhecido por
transportadores de aminoacidos neutros (LAT), facilitando sua passagem pela
barreira hematoencefalica (BHE) e pela placenta (Clarkson; Vyas; Ballatori, 2007a;
Mori et al., 2012).

Assim, os principais efeitos adversos em humanos resultam do consumo de
frutos do mar e grandes peixes predadores contaminados (Clarkson; Magos, 2006b).
Isso ocorre porque tais espécies acumulam altos niveis de MeHg em virtude da
bioacumulagdo e da posigdo que ocupam na cadeia alimentar (Ward; Nislow; Folt,
2010). Populagbes que consomem peixe regularmente podem ser cronicamente
expostas aos limites de seguranca para concentracdo de Hg (10 ug/g de cabelo)
estabelecidos pela Organizagdo Mundial da Saude (World Health Organization.,
1990). No entanto, vale destacar que esse limite foi definido com base em episodios
agudos de intoxicagao, como os registrados em Minamata. Estudos mais recentes
tém demonstrado que exposig¢des continuas a concentragdes relativamente baixas de
metilmercurio, mesmo abaixo dos valores de referéncia da OMS, podem ocasionar
efeitos adversos adicionais a longo prazo (Crespo-Lopez et al., 2016).

A exposigao crénica ao mercurio esta associada ao seu acumulo no sistema
nervoso central (SNC), desencadeando manifestagdes neurolégicas como tremores,
alteragdes de comportamento, déficit de memoria, irritabilidade, insdnia, neuropatias
e perda auditiva (Crespo-Lopez et al., 2023; Santos-Sacramento et al., 2021). Além
das implicagdes neuroldgicas, estudos recentes indicam que a toxicidade mercurial
de longo prazo também pode afetar outros sistemas, como o cardiovascular,
contribuindo para o surgimento de condi¢cbes prejudiciais, entre elas hipertensao
arterial e sindrome metabdlica (Arrifano et al., 2021; Lopes-Araujo et al., 2023).

Diante desse cenario, estratégias de saude publica devem priorizar medidas
preventivas e a identificagdo precoce de grupos vulneraveis (Crespo-Lopez et al.,
2023). Abordagens genéticas, como a investigacéo de polimorfismos de nucleotideo
unico (SNPs), permitem identificar variantes alélicas associadas a maior
susceptibilidade a toxicidade mercurial, fornecendo subsidios para agdes preventivas
mais direcionadas (Andreoli; Sprovieri, 2017; Llop; Ballester; Broberg, 2015).

Na ultima década, alguns estudos sugeriram que diferentes isoformas da

Apolipoproteina E (ApoE, para a proteina; APOE, para o gene) poderiam influenciar
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a vulnerabilidade individual aos efeitos do mercurio. Em especial, a isoforma ApoE4
tem sido associada a maior intensidade dos efeitos téxicos decorrentes da exposigao
(Godfrey; Wojcik; Krone, 2003a; Ng et al., 2013, 2015; Snoj Tratnik et al., 2017; Woods
et al.,, 2014; Wojcik et al., 2006). Portanto, o presente estudo busca investigar a
influéncia das isoformas da ApoE na susceptibilidade a intoxicagdo por mercurio,
explorando os mecanismos moleculares envolvidos por meio de ferramentas

computacionais

1.1 Metilmercurio e seus mecanismos de toxicidade

O primeiro grande surto de intoxicagdo mercurial ocorreu em 1956, na cidade
de Minamata, Japao, e, desde entdo, os efeitos da toxicidade do mercurio em
humanos tém sido objeto de extensas pesquisas (Li; Feng; Qiu, 2010). Apesar desse
acontecimento ter motivado ag¢des para a redugdo das emissbes de Hg, o uso
disseminado do metal persiste, sendo a mineracdo de ouro em pequena escala
(garimpos) uma importante fonte de emissdes, principalmente na Regido Amazénica
(Kumar et al., 2023; Sundseth et al., 2017).

Para a maior parte da populagdo, a via oral representa a principal forma de
exposi¢cao ao mercurio, sendo a parede gastrointestinal a porta de entrada desse
elemento toxico na corrente sanguinea. Cerca de 95% do MeHg ingerido é absorvido
no sistema gastrintestinal, promovendo sua distribuicdo e acumulagdo nos 6rgaos-
alvo. Considerando a sua natureza toxica, o acumulo de MeHg no intestino pode
afetar sua estrutura e importantes fungdes, como digestdo, absor¢cao e funcéo de
barreira protetora (Vazquez; Vélez; Devesa, 2014).

Apoés a absor¢do, o MeHg adere a grupos sulfidrila (-SH), especialmente da
cisteina, permanecendo em circulagdo por cerca de 30 a 40 horas (Farina; Rocha;
Aschner, 2011; Guzzi; La Porta, 2008). Esses grupos, também chamados de tidis ou
mercaptanos, sdo essenciais para a fungdo de diversas proteinas (Nordberg;
Nordberg; Costa, 2022). Em muitos estudos, a alta afinidade dos compostos MeHg
pelos grupos SH foi relatada, sendo até maior em comparagdo com a afinidade
demonstrada por outros metais pesados, como o cadmio (Cd), o arsénio (As) e o
chumbo (Pb) (Bjgrklund et al., 2017; Mutter; Naumann; Guethlin, 2007).

Moléculas com grupos SH estdo presentes em peptideos e proteinas em todo

0 organismo humano e sdo vitais para suas fung¢des estruturais (Brandes; Schmitt;
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Jakob, 2009). Dessa forma, a ligacdo do MeHg a residuos de cisteina pode alterar a
estrutura proteica, levando a disfungdo mitocondrial e ao aumento do estresse
oxidativo, por meio da produgéo exacerbada de espécies reativas de oxigénio (EROs)
(Farina; Aschner; Rocha, 2011; Unoki et al., 2018).

Além disso, no organismo, o MeHg & encontrado principalmente na forma de
complexos hidrossoluveis ligados a atomos de enxofre de ligantes tidis (Guzzi; La
Porta, 2008). O MeHg associa-se a L-cisteina, formando o complexo MeHg-Cys, que
€ reconhecido e transportado pelo Transportador 1 de Aminoacidos de Cadeia Longa
(LAT1). Esse mecanismo facilita a transposi¢ado da BHE, promovendo a entrada de
MeHg no cérebro (Farina; Rocha; Aschner, 2011b) o que torna o SNC vulneravel a
sua toxicidade (Figura 2). A intoxicagao por MeHg atinge, preferencialmente, regides
especificas do cérebro, como o cerebelo, os lobos temporais e o cortex visual

(Antunes dos Santos et al., 2016; Crespo-Lopez et al., 2009a).

Figura 2: Esquema do MeHg atravessando a BHE com destaque para o LAT1.
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BARREIRA HEMATOENCEFALICA CEREBRO

Fonte: Elaborada pela autora (2025).

O MeHg em circulagdo no organismo normalmente se encontra ligado a aminoacidos sulfurados
(como a L-cisteina), formando o complexo MeHg—Cys, que mimetiza a metionina e consegue

atravessar a BHE via transportador LAT1.
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O LATA1, responsavel pelo transporte do MeHg através das membranas, €&
expresso em diversos tipos celulares do sistema nervoso, incluindo os neurdnios.
Estudos in vitro demonstraram que a superexpressédo de LAT1 aumenta a captagao
de MeHg pelas células, enquanto sua inibi¢gado reduz a absorgao e a citotoxicidade do
MeHg (Yin et al., 2008). Além disso, o estresse oxidativo induzido pelo MeHg é um
dos principais mediadores de sua toxicidade em células neuronais (Antunes dos
Santos et al., 2018; Ceccatelli; Daré; Moors, 2010). Em modelos experimentais de
intoxicacdo, observam-se niveis elevados de citocinas proé-inflamatérias, como
interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (Chang, 2011; Kim;
Johnson; Sharma, 2003), associadas a disfungédo mitocondrial, aumento do estresse
oxidativo e dano tecidual, agravando o quadro de neurotoxicidade (Takahashi;
Shimohata, 2019).

Além dos efeitos no SNC, o MeHg também pode causar efeitos toxicos no
sistema cardiovascular. Embora os mecanismos subjacentes ndo estejam
completamente elucidados, sabe-se que a exposi¢cdo ao MeHg induz tanto uma
diminuicdo na atividade antioxidante quanto um aumento no estresse oxidativo,
resultando em inflamacédo e disfuncdo endotelial (Haybar Et Al., 2019; Takahashi;
Shimohata, 2019). As células endoteliais sdo suscetiveis ao estresse oxidativo, que,
quando exacerbado pelo MeHg, provoca disfungcao endotelial. Esse efeito pode levar
ao desenvolvimento de aterosclerose, trombose e processos inflamatérios (Omanwar;
Fahim, 2015; Wiggers et al., 2016).

No entanto, é fundamental destacar que a toxicidade do MeHg é influenciada
pela via de exposicao, quantidade de contato e a susceptibilidade individual (Hong;
Kim; Lee, 2012). Dessa forma, além dos estudos sobre os efeitos da exposi¢céo ao
mercurio, os esforcos recentes tém se concentrado na busca por biomarcadores que
indicam o dano causado pela intoxicacdo e a suscetibilidade dos individuos. Este
ultimo aspecto é particularmente relevante para a discussao e melhoria de agbes
preventivas, como também para identificar aqueles com maior risco que necessitam
de monitoramento adequado. Dentre os fatores genéticos que podem modular a

toxicidade do MeHg, destaca-se a ApoE, tema explorado a seguir.

1.2 Apolipoproteina E: fungao e isoformas
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Nos ultimos anos, a ApoE tem sido apontada como um fator genético de
susceptibilidade a intoxicagao por mercurio (Ng et al., 2013, 2015; Woods et al., 2014).
Codificada pelo gene APOE, a ApoE é composta por 299 aminoacidos, possui peso
molecular de 34 kDa e desempenha papel essencial na regulagdo do metabolismo
lipidico no plasma e nos tecidos (Huang; Mahley, 2014).

Em humanos, existem trés principais isoformas de ApoE, codificadas pelos
alelos €2, €3 e €4. Globalmente, o alelo €3 € o mais prevalente, presente em
aproximadamente 79% da populagéo, seguido pelo alelo ¢4 com frequéncia de 13,5%,
enquanto o alelo €2 € o menos comum, com uma frequéncia de 7,3%. Na América do
Sul, observa-se um padrdo semelhante, com predominio do alelo €3 (76,7%). No
entanto, ha um aumento na frequéncia do alelo €4, que atinge 18,7%, e uma
diminuicdo na frequéncia do alelo €2, reduzida para 4,6% (Singh; Singh; Mastana,
2006).

As isoformas da ApoE diferem pelas combinacdes de aminoacidos nas posicoes
112 e 158. A isoforma ApoE3 apresenta cisteina na posi¢cao 112 e arginina na posigcao
158, enquanto a ApoE2 possui cisteina em ambas as posicdes e a ApoE4 possui
apenas arginina (Figura 3). Essas substituicdes impactam diretamente a estrutura
conformacional da proteina, suas propriedades de ligagdo e suas fungdes
metabdlicas, estando associadas a diferentes riscos para doengas cardiovasculares
e neurodegenerativas (Husain; Laurent; Plourde, 2021a; Raulin et al., 2022; Wu;
Zhang; Zhao, 2018).

Figura 3: Diferenciagado das isoformas da ApoE.
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Fonte: Adaptado de Narasimhan et. al., 2024.

As substituicbes de aminoacidos entre as isoformas da ApoE sdo mostradas na estrutura

tridimensional.

A Tabela 1, a seguir, resume as principais diferengas estruturais, funcionais e

clinicas entre as isoformas ApoE2, ApoE3 e ApoE4.

Tabela 1 - Comparacgao entre as isoformas da Apolipoproteina E (ApoE)

Caracteristica ApoE2 ApoE3 ApoE4
Residuo na Cisteina Cisteina Arginina
posicao 112
Residuo na Cisteina Arginina Arginina
posicao 158
Afinidade pelo Baixa Intermediaria Alta
receptor LDL
Estabilidade Elevada Elevada Reduzida
estrutural
Funcao Alta Intermediaria Baixa
antioxidante
Efeitos Anti-inflamatério Neutro Proé-inflamatdrio
inflamatérios
Associagao com Neuroprotetora Neutra Alto risco
Alzheimer
Associagdo com Menor risco Intermediario Maior risco
doencgas
cardiovasculares
Distribuigao na ~7,3% ~79% ~13,5%
populagao
mundial
Distribuicao na ~4.,6% ~76,7% ~18,7%
América do Sul
Ligagdo com Alta (presenca de - | Moderada Potencialmente

MeHg (hipotética)

SH)

(presenca de -SH)

baixa (auséncia de
-SH)

Fonte: Adaptado de Mahley & Huang (2012); Husain et al. (2021); Zhong & Weisgraber (2009); Frieden
& Garai (2012); Singh et al. (2006); Xu et al. (2014); Ajsuvakova et al. (2020).

A estrutura da ApoE é composta por dois dominios funcionais principais,

localizados em extremidades opostas da molécula. O dominio N-terminal, que
abrange os residuos 136 - 150, apresenta um arranjo de quatro hélices em feixe
alongado, configurando-se como a principal regido de interagdo com o receptor de
lipoproteina de baixa densidade (LDLR). Ja o dominio C-terminal, correspondente aos
residuos 244 - 272, caracteriza-se por uma conformacao altamente helicoidal, sendo
a principal regido responsavel pela ligagdo a lipidios (Hatters; Peters-Libeu;

Weisgraber, 2006). Esses dominios sdo conectados por uma regidao de dobradica
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flexivel localizada entre os residuos 166 e 205, que influencia a interacéo

conformacional entre as regides N- e C-terminais (Figura 4) (Zhang et al., 2007).

Figura 4: Estrutura das proteinas ApoE humanas.

N-terminal Domain 22KDa Fragment C-terminal Domain 10KDa Fragment

I [ I

LDL Receptor Binding Region
| | 72 158

| “~_Major Lipid
Binding Region

E2: Cys'12, Cys158
E3: Cys'2 Arg's®
E4: Arg''?, Arg's® 271

Fonte: Adaptado de Hsieh e Chou 2011.

Estrutura modelo ilustrando a apoE completa com dominios NT e CT. Os sitios polimorficos

(residuos 112 e 158) que distinguem as trés isoformas estao destacados.

Nos seres humanos, o figado é responsavel por cerca de 75% da produgao de
ApoE, resultando em concentragdes plasmaticas que variam entre aproximadamente
40 e 70 mg/ml. O cérebro ocupa o segundo lugar em termos de sintese dessa
apolipoproteina, sendo os astrocitos as principais células envolvidas em sua
producao. Além disso, o tecido cerebral concentra cerca de 25% de todo o colesterol
presente no organismo, sendo, portanto, o 6rgdo com a maior quantidade dessa
substancia. Nesse contexto, a ApoE se destaca como a apolipoproteina predominante
no cérebro (Mahley; Weisgraber; Huang, 2009).

Polimorfismos genéticos da ApoE modulam tanto sua conformacgao estrutural
quanto suas propriedades funcionais, influenciando a afinidade da proteina pelos
receptores lipoproteicos, o que pode impactar processos fisioldgicos. Essas

diferencas afetam a susceptibilidade a doencas, particularmente cardiovasculares e
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neurodegenerativas (Zhong; Weisgraber, 2009). O alelo €4, por exemplo, esta
fortemente correlacionado a concentragcdes elevadas de colesterol associado a
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e de densidade muito baixa (VLDL), efeito
atribuido a menor afinidade dessa isoforma pelo receptor LDLR. Individuos
homozigotos para o alelo €4 (g4/e4) apresentam um perfil lipidico aterogénico, com
maior predisposi¢cao a hipercolesterolemia e ao desenvolvimento de aterosclerose e
estdo correlacionados a um risco significativamente aumentado de eventos
cardiovasculares. Em contraste, individuos portadores do alelo €3 tendem a
apresentar um perfil metabdlico intermediario, caracterizado por maior estabilidade
nos niveis lipidicos e menor susceptibilidade ao desenvolvimento de dislipidemias
(Frieden; Garai, 2012).

No contexto das doengas neurodegenerativas, a ApoE exerce um papel
fundamental no SNC, atuando no transporte de lipidios e influenciando diretamente a
homeostase neuronal, bem como os mecanismos de reparo tecidual. O alelo €4 é
considerado o principal fator genético de risco para a doenca de Alzheimer (DA)
esporadica de inicio tardio, por aumentar de forma significativa a probabilidade de
desenvolvimento da patologia (Zhong; Weisgraber, 2009). O alelo €4 esta relacionado
a uma maior susceptibilidade ao desenvolvimento da DA, como também a um inicio
mais precoce dos sintomas e a uma progressao acelerada do declinio cognitivo. Em
contrapartida, o alelo €2 é frequentemente descrito como neuroprotetor, exercendo
efeitos opostos aos observados com a presenga do alelo €4 (Husain; Laurent; Plourde,
2021b; Neu et al., 2017).

Além da doenga de Alzheimer, variagdbes na ApoE também influenciam a
fisiopatologia de outras doengas neurodegenerativas, como a doenca de Parkinson.
Nesses casos, a presenga do alelo ¢4 tem sido associada a prognosticos mais
desfavoraveis, embora haja variagbes em fungdo da etnia e de caracteristicas
genéticas especificas (Sun et al., 2019). A distribuicao das variantes alélicas da ApoE
apresenta consideravel variacdo entre diferentes populagbes humanas, sendo
moldada por contextos histéricos especificos e fatores ambientais (Dhana et al.,
2021). Essas diferengas genéticas, quando analisadas em conjunto com influéncias
ambientais e mecanismos epigenéticos, reforcam a importancia de estratégias
personalizadas na investigacdo das interacdes entre as variantes da ApoE e a

suscetibilidade ao desenvolvimento de doengas (Fox, 2018).
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No entanto, a etiologia de diversos disturbios neurodegenerativos ainda nao
esta completamente elucidada. Nesse contexto, o papel de fatores ambientais como
potenciais contribuintes para o risco dessas condigdes tem sido reconhecido e
ganhado relevancia nas pesquisas atuais. Exposi¢cdes a metais pesados tem sido
reconhecida como um potencial fator etiologico em diversas doengas
neurodegenerativas. Dentre esses metais, o mercurio, aluminio, cadmio e arsénio tém
sido amplamente investigados no contexto da DA, especialmente devido a sua
capacidade de promover a deposicdo do peptideo beta-amiloide (AB) e induzir
modifica¢des patoldgicas na proteina tau (Morris et al., 2016a; Xu; Finkelstein; Adlard,
2014b).

Além disso, a ApoE é o unico fator de risco genético confirmado para o
desenvolvimento da DA (Xu; Finkelstein; Adlard, 2014b) e demonstra correlagdes
epidemiologicas com os efeitos toxicos da exposicdo a metais (Birdsall et al., 2010;
Palir et al., 2023). Assim, potenciais interagdes gene-ambiente parecem influenciar a
toxicocinética e/ou toxicodindmica do MeHg. Dessa maneira, estudos vém
demonstrando que a ApoE é um importante modulador genético da susceptibilidade
a toxicidade por mercurio, revelando uma associagao significativa entre as isoformas
da ApoE e a variabilidade individual na resposta toxica. Individuos que possuem uma
ou duas copias do alelo €4 do gene APOE demonstram maior predisposicdo a danos
neurotoxicos induzidos pela exposicao ao MeHg (Godfrey; Wojcik; Krone, 2003b;
Wojcik et al., 2006).

1.3 Associacgao entre ApoE e intoxicagao por metilmercurio

O mercurio € um metal pesado com elevado potencial téxico, reconhecido por
causar danos significativos aos sistemas biolégicos, especialmente ao SNC e ao
sistema cardiovascular (Clarkson; Magos; Myers, 2003; Crespo-Lopez et al., 2005;
Houston, 2011). Dentre os mediadores moleculares envolvidos na resposta do
organismo a exposi¢ao ao mercurio, a ApoE destaca-se como um elemento essencial,
influenciando a forma como o corpo responde ao MeHg. Com fungdes fundamentais
no transporte de lipidios, na manuteng¢do da homeostase neuronal e na regulagao de
processos inflamatoérios, a ApoE constitui uma pecga-chave para elucidar os
mecanismos de toxicidade do mercurio e as diferencgas individuais na susceptibilidade

a sua intoxicagao (Arrifano et al., 2018; Crespo-Lopez, 2018). Assim, a interagao entre
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o MeHg e a ApoE exerce influéncia relevante sobre a toxicocinética, a toxicodindmica
e os efeitos neuroldgicos e cardiovasculares associados a exposi¢cdo ao metal.

A toxicocinética do mercurio abrange os processos de absorc¢éao, distribuicao,
metabolismo e excregao, os quais podem ser modulados pela acdo da ApoE. Como
mencionado anteriormente, o MeHg é eficientemente absorvido no trato
gastrointestinal e forma complexos com grupos sulfidrila de proteinas, como os
residuos de cisteina. O complexo MeHg-cisteina apresenta semelhanga estrutural
com a metionina, o que permite seu transporte por aminoacidos neutros, como o
LAT1, facilitando sua travessia pela BHE e consequente acumulo no SNC (Farina;
Rocha; Aschner, 2011b). Estudos experimentais reforgam a relevancia desses
transportadores na mediagao da toxicidade do MeHg. Em modelo com Caenorhabditis
elegans, observou-se que o pré-tratamento com L-metionina foi capaz de inibir de
forma eficaz a toxicidade induzida pelo MeHg, sugerindo uma competigéo pelo uso de
transportadores especificos. Além disso, a delecdo dos genes aat-1, aat-2 e aat-3,
homodlogos vermiformes do transportador LAT1 humano, resultou em aumento
significativo da sobrevivéncia dos organismos expostos ao MeHg, bem como em uma
expressiva redu¢do no acumulo do metal nos tecidos (Caito; Zhang; Aschner, 2013).

Modelos experimentais também indicam que a ApoE exerce influéncia
significativa sobre a permeabilidade da BHE e a integridade da microvasculatura
cerebral. Evidéncias sugerem que individuos ou animais que expressam a isoforma
ApoE4 apresentam maior comprometimento da funcdo da BHE, o que pode favorecer
a entrada de mercurio no tecido cerebral e, consequentemente, potencializar seus
efeitos neurotoxicos (Kirchner et al., 2023; Yamazaki et al., 2020).

No que diz respeito a toxicodinamica, os efeitos toxicos do MeHg estao
intimamente associados ao seu impacto em processos celulares essenciais, como
estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial, resposta inflamatdria e a neurotoxicidade.
O mercurio promove estresse oxidativo por meio da formagao de complexos com
glutationa e outros componentes do sistema antioxidante, reduzindo as defesas
celulares. A ApoE, por sua vez, desempenha um papel modulador importante nesses
mecanismos, variando conforme a isoforma expressa. Entre elas, a ApoE4 apresenta
menor capacidade de modulagao do estresse oxidativo em comparacao as isoformas
ApoE2 e ApoE3. Estudos in vitro indicam que neurdnios e células gliais derivadas de

camundongos transgénicos portadores da isoforma ApoE4 exibem maior



27

sensibilidade a toxicidade induzida pelo mercurio, reflexo de sua capacidade
antioxidante reduzida (Morris et al., 2016b; Paduraru et al., 2022).

Além disso, o mercurio estimula a ativagdo da microglia e a liberagdo de
citocinas pro-inflamatdrias, intensificando a neuroinflamacgao. A ApoE, especialmente
na isoforma ApoE4, modula essa resposta, sendo associada a um perfil mais pré-
inflamatério. Estudos mostram que individuos com ApoE4 apresentam maior
expressao de citocinas inflamatorias apos exposi¢cao ao mercurio (Gasmi et al., 2022a;
Vitek; Brown; Colton, 2009). Neurdnios com ApoE4 também demonstram maior
disfuncado mitocondrial frente a exposi¢ao ao mercurio, devido a menor capacidade de
reparo celular e ao transporte de lipidios menos eficiente, em comparacdo as
isoformas ApoE2 e ApoE3 (Snoj Tratnik et al., 2017b).

Estudos observacionais também sugerem que individuos com o alelo €4
apresentam maior vulnerabilidade aos efeitos toxicos do mercurio (Godfrey; Wojcik;
Krone, 2003b). Populagdes ribeirinhas da Amazdnia, expostas cronicamente ao MeHg
por meio do consumo de peixe contaminado, tém sido amplamente investigadas
quanto aos efeitos neurotdoxicos e cardiovasculares dessa exposi¢cdo. Nessas
comunidades, os portadores da ApoE4 tendem a apresentar niveis mais elevados de
mercurio no sangue e no cabelo, além de relatarem sintomas neurolégicos mais
frequentes, como tremores, fadiga e déficits cognitivos, em comparacdo com
individuos com os gendtipos ApoE2 ou ApoE3. Tais manifestagdes clinicas podem
estar relacionadas a menor capacidade da ApoE4 em preservar a integridade da BHE
e em neutralizar o estresse oxidativo (Arrifano et al., 2018). De maneira semelhante,
trabalhadores expostos ao mercurio em industrias de cloro-alcalis ou em atividades
de mineragao de ouro demonstram uma associagao entre a presencga do alelo €4 e
maior incidéncia de sintomas neurolégicos e cardiovasculares. Evidéncias dessas
populagdes sugerem que a ApoE4 potencializa os efeitos téxicos do mercurio ao
favorecer processos inflamatoérios sistémicos e aumentar a predisposi¢ao a disfuncao
endotelial (Taux; Kraus; Kaifie, 2022).

Em sintese, os dados experimentais indicam que a ApoE4 esta associada a
alteracbes na integridade da BHE, além de maior estresse oxidativo, disfuncdo
mitocondrial e neuroinflamagdo. Esses fatores em conjunto contribuem para um
quadro mais grave de neurotoxicidade induzida pelo MeHg. Estudos observacionais
em populagdes expostas reforcam esses achados, evidenciando a associagao entre

ApoE4 e o agravamento de sintomas neuroldgicos e cardiovasculares. Nesse
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contexto, compreender os mecanismos estruturais da interacdo entre o MeHg e as
diferentes isoformas da ApoE é fundamental para elucidar as bases moleculares da

susceptibilidade diferencial observada em estudos experimentais e populacionais.

1.4 Mecanismos estruturais e bioquimicos da interacao MeHg-ApoE

As diferentes isoformas da ApoE apresentam variagdes estruturais que
afetam nao apenas sua fungao biolégica, mas também seu potencial de interagao com
compostos téxicos, como MeHg. As substituicées nos residuos 112 e 158, cisteina na
ApoE2 e E3 e arginina na ApoE4, impactam diretamente a exposi¢cao de grupos SH,
0s quais desempenham papel central na formacao de complexos com o MeHg (Figura
5) (Mahley; Huang, 2012; Husain; Laurent; Plourde, 2021a).

Figura 5: Esquema ilustrativo da isoforma ApoE4 com capacidade de ligagao reduzida
com o MeHg.
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|
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Fonte: Elaborada pela autora (2025).
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Substituicées nos residuos 112 e 158 impactam a exposi¢céo de grupos -SH. O MeHg demonstra

alta afinidade por residuos de cisteina e, por isso, devido a auséncia desses residuos na ApoE4,

essa isoforma teria capacidade reduzida de inter¢do com o MeHg.

O MeHg apresenta alta afinidade por residuos de cisteina, formando
complexos do tipo MeHg—Cys com estabilidade significativa. Essas ligagdes
mimetizam a estrutura da metionina e permitem que o MeHg atravesse barreiras
biolégicas via transportadores de aminoacidos, como o LAT1. Considerando a

presenca de residuos de cisteina nas isoformas ApoE2 e ApoE3, e sua substituicdo
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por arginina na ApoE4, é possivel que a capacidade de ligagdo ao MeHg seja
diferenciada entre essas isoformas, com potenciais repercussdes na toxicocinética e
nos efeitos bioldgicos observados (Ajsuvakova et al., 2020; Clarkson; Vyas; Ballatori,
2007b; Farina; Rocha; Aschner, 2011a).

Estudos in vitro demonstraram que ions de mercurio podem se ligar a ApoE
com afinidades similares entre as isoformas, mas promovem alteragdes
conformacionais mais intensas na ApoE4, sugerindo maior instabilidade estrutural
frente a presengca do metal. Essas mudancas podem comprometer a funcionalidade
da proteina, afetando seu papel no transporte lipidico, na prote¢cado antioxidante e na
manutencao da integridade da barreira hematoencefalica (Berntsson et al., 2022).

Tais evidéncias reforcam a hipotese de que a interagao direta entre MeHg e
ApoE pode representar um mecanismo ativo de modulagdo da toxicidade. As
alteragdes conformacionais provocadas pela ligacdo ao MeHg podem modificar a
interacdo da ApoE com receptores celulares, sua afinidade por lipidios ou sua
distribuicdo nos tecidos. Essas mudancgas, por sua vez, podem contribuir para a
intensificagcao da neurotoxicidade e da inflamagao observadas em portadores do alelo
€4, especialmente em cenarios de exposi¢gao ambiental ao mercurio (Crespo-Lopez,
2018; Xu; Finkelstein; Adlard, 2014Db).

A caracterizagao dessas interagdes, por meio de abordagens computacionais,
representa uma estratégia promissora para investigar, em nivel molecular, a
estabilidade, afinidade e localizagdo dos complexos formados entre MeHg e as
isoformas da ApoE. Essa analise pode contribuir para o entendimento dos
determinantes moleculares que modulam a susceptibilidade individual a toxicidade do
MeHg.
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2 JUSTIFICATIVA

O MeHg é reconhecido como um dos poluentes ambientais mais toxicos e
persistentes, capaz de atravessar barreiras bioldgicas e se acumular em tecidos-alvo,
como o SNC e o sistema cardiovascular (Clarkson; Magos, 2006; Crespo-Lopez et al.,
2009). Apesar dos avangos no entendimento de seus mecanismos de toxicidade, a
variabilidade individual na resposta a exposicdo ainda permanece pouco
compreendida. Evidéncias recentes apontam que fatores genéticos, especialmente
polimorfismos no gene APOE, desempenham papel relevante na modulagdo dos
efeitos tdoxicos do MeHg, podendo influenciar tanto a toxicocinética quanto a
toxicodindmica deste metal (Arrifano et al., 2018; Ng et al., 2015).

Entre as isoformas da ApoE, a presenca do alelo €4 tem sido associada a maior
vulnerabilidade a danos neurologicos e cardiovasculares induzidos pelo MeHg
(Godfrey; Woijcik; Krone, 2003; Snoj Tratnik et al., 2017). Apesar dos avangos, 0s
mecanismos moleculares que explicam essa relagdo permanecem pouco
esclarecidos, especialmente no que se refere a interagao estrutural entre o metal e a
proteina. Isso dificulta o entendimento de como cada isoforma da ApoE pode modular
a susceptibilidade individual a intoxicagdo por MeHg.

Nesse contexto, abordagens computacionais, representam ferramentas
promissoras para avaliar, em nivel atdmico, as possiveis interagcdes entre o MeHg e
as diferentes isoformas da ApoE. Essas técnicas permitem identificar sitios de ligacéo,
estimar afinidades e prever alteragdes conformacionais resultantes da interacéo
fornecendo hipdteses uteis para orientar investigagcdes experimentais em etapas
posteriores (Berntsson et al., 2022).

Assim, este estudo se justifica pela relevancia cientifica e social de
compreender como variagdes genéticas na ApoE podem influenciar a resposta toxica
ao MeHg, contribuindo para a elucidagdo de mecanismos de susceptibilidade e para
o desenvolvimento de estratégias de prevencdo e monitoramento direcionadas a
populagdes vulneraveis, especialmente aquelas com alta exposicdo decorrente de

habitos alimentares ou condicées ambientais especificas.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Investigar, por meio de métodos computacionais semiempiricos, a interagao
entre 0 MeHg e as diferentes isoformas da ApoE, avaliando potenciais diferengas

estruturais e energéticas associadas a susceptibilidade individual a toxicidade.

3.2 Objetivos especificos

1. Modelar as estruturas tridimensionais das isoformas ApoE2, ApoE3 e ApoE4.

2. Calcular, por meio do programa MOPAC, a entalpia de formagao dos complexos

formados entre cada isoforma e o MeHg.

3. ldentificar e caracterizar o tipo de interacao estabelecida entre 0 MeHg e os

residuos das diferentes isoformas da ApoE.
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4 METODOLOGIA

4.1 Materiais

Banco de dados: Protein Data Bank (PDB), entrada 2L7B (Chen; Li; Wang,
2011).

e Softwares:

e UCSF Chimera v.1.18 (Pettersen et al., 2004) — modelagem das isoformas.
e Avogadro (Hanwell et al., 2012) — construgao da molécula de CH;Hg.

e Gaussian 09 (Frisch et al., 1984) — otimizac¢ao do ligante via DFT.

e Visual Molecular Dynamics — VMD (Humphrey; Dalke; Schulten, 1996) —

cortes estruturais e visualizagao.

e MOPAC v.22.1.1 (Stewart, 2016) — calculos de entalpia de interagao.

Multiwfn v.3.8 (Lu, 2024; Lu; Chen, 2012) — analises pelo modelo alGM e RDG.

Trata-se de um estudo in silico, baseado em métodos de modelagem molecular.
E de forma geral, este trabalho foi organizado em quatro etapas principais: obtengao
das estruturas, otimizagao dos modelos, realizagao dos calculos e, por fim, as analises

graficas e comparativas (Figura 6).

Figura 6: Fluxograma do passo a passo da metodologia.

~
= |7
L
| — \
OBTENGAO OTIMIZAGAO CALCULOS ANALISES
GRAFICAS
- Ajuste - Energia de —> Visualizagéo
Estruturas estrutural interagao da$ interacdes
da ApoE minimizag&o (MOPAC, PM6-D3H4 (alGM, Multiwn)

de energia



33

Fonte: Elaborada pela autora (2025).
4.2 Obtencao das estruturas moleculares

As estruturas tridimensionais das proteinas foram obtidas a partir da estrutura
principal da isoforma ApoE3 por meio do repositério Protein Data Bank (PDB)
(https://www.rcsb.org/), a qual é identificada como 2L7B (CHEN; LI; WANG, 2011). As
isoformas ApoE2 e ApoE4 foram geradas por substituigdes pontuais de residuos
utilizando o software Chimera v.1.18 (PETTERSEN ET AL., 2004). As estruturas
modificadas foram inspecionadas e submetidas a minimizacéo de energia inicial.

Para reduzir a complexidade dos calculos, foram realizados cortes de 8 A na
area de interesse de cada proteina por meio do software Visual Molecular Dynamics
(VMD) (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996). Na ApoE2, os cortes foram
realizados com as cisteinas 112 e 158 (CYS 112 e CYS 158) centralizadas, enquanto
na ApoE3 apenas a CYS 112 e na ApoE4 a ARG 112, devido a auséncia de cisteinas

em sua estrutura.

4.3 Construcao e otimizagao do metilmercurio

A estrutura do CH3;Hg foi construida no software Avogadro (HANWELL ET AL.,
2012) e, para determinar a estrutura de menor energia, a Teoria do Funcional da
Densidade (DFT, do inglés Density Functional Theory) foi empregada, por meio do
software Gaussian 09 (Frisch; Pople; Binkley, 1984a). Nesse processo, aplicou-se o
funcional B3LYP (STEPHENS ET AL., 1994) com os conjuntos de base 6-31+g(d,p)
(FRISCH; POPLE; BINKLEY, 1984) para descrever o atomo de carbono e de
hidrogénio e o LanL2DZ (HAY; WADT, 1985) para descrever o atomo de mercurio.
Essa escolha possibilita a viabilidade computacional para sistemas contendo metais

pesados.

4.4 Determinacao da entalpia de interacao

Ap0s a selecao das estruturas no Avogadro, o CH;Hg foi posicionado proximo
a cisteina das proteinas, exceto na ApoE4, onde foi inserido nas proximidades do
residuo ARG 112. Dessa forma, um arquivo de entrada foi gerado contendo as
coordenadas de cada atomo para ser simulado no software MOPAC® (Molecular
Orbital Package) versao 22.1.1 (STEWART, 2016). Na simulacgao, foi usado o PM6-


http://www.rcsb.org/)
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D3H4 (REZAC; HOBZA, 2012) um modelo semiempirico que incorpora as corregdes
de ligacéo de hidrogénio e forgas de dispersédo. Os parametros empregados incluiram
limite de gradiente normalizado de 10,00 kcal-mol™ em cada sistema e determinadas
verificagcbes de seguranca foram desconsideradas devido a complexidade das
estruturas analisadas.

Por fim, o CH3;Hg foi posicionado préximo ao residuo de interesse em cada
isoforma, e os sistemas foram submetidos a otimizac&o, gerando ao final, no arquivo
de saida, a entalpia de formagao do sistema.

Para determinar as entalpias de interagao, foi usada a seguinte equacéo:

AHint = AHAPOE-CH,Hg — [AHAPOE + AHCH;Hg | (1)

Em que AHInt é a energia de interagdo entre as proteinas e o CHsHg,
AHAPOE-CH;Hg a energia de interagéo entre o sistema proteina-CHs;Hg, AHAPOE
a energia de formacéao da proteina com o ligante sem ligacédo e AHCH3;Hg a energia
de formagao do CH;Hg. Apds as simulacdes, os dados foram coletados e postos em

uma tabela.

4.5 Avaliacao das interagoes interatdmicas por meio do Modelo de Gradiente
Independente Médio

Para determinar o tipo de interagao intermolecular entre as proteinas e o
CHsHg, foi utilizado o método do Modelo de Gradiente Independente Médio (alGM,
do inglés Averaged Independent Gradient Model) a partir do software Multiwfn v.3.8
(LU, 2024; LU; CHEN, 2012). As estruturas das proteinas e o CHs;Hg foram
selecionados como fragmentos para a definigdo das isosuperficies e caracterizagao
das interagdes moleculares, possibilitando correlacionar as energias obtidas no
MOPAC com os padrdes espaciais de ligagao. Essas interacdes foram classificadas
do tipo forte quando representavam ligagcées de hidrogénio, ion-dipolo ou outras de
alta intensidade; do tipo fraco quando indicavam interagdes de van der Waals; e foram

consideradas também interagdes de repulsio, associadas a impedimentos estéricos.

4.6 Analise das interagées por meio do método RDG

A analise das interagdes foi realizada utilizando o método do Reduced Density
Gradient (RDG), implementado no programa Multiwfn (Lu & Chen, 2012). O RDG
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consiste em um descritor baseado na densidade eletrbnica e em seu gradiente
reduzido, permitindo identificar regides do espago molecular associadas a diferentes
tipos de interacao, tais como ligagdes de hidrogénio, forcas de dispersao e repulsdes
estéricas.

Assim, foram gerados graficos bidimensionais de RDG em funcéo de
sign(Az)p. As analises foram conduzidas tanto para cada isoforma da ApoE isolada
quanto para o complexo formado entre CHs;Hg e a proteina. Essa abordagem
possibilitou a comparacgao direta dos perfis de interagao nos dois sistemas, permitindo
avaliar as modificagdes que a presenca do MeHg causa no ambiente eletrénico no

sitio ativo de ligacao.
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5 RESULTADOS

5.1 Energia de interacao

Na Tabela 2 estdo apresentados os valores de energia de interagao entre as
isoformas da ApoE e o CHs;Hg. O valor de energia do CH;Hg foi considerado fixo,
correspondente a 224,40 kcal/mol. Assim, os valores de energia do sistema ApoE +
CHsHg foram obtidos a partir da soma da energia calculada para cada isoforma da

ApoE com o valor fixo referente ao CH;Hg.

Tabela 2 — Valores de energia de interagao dos conjuntos ApoE—-CH;Hg, ApoE +
CH;Hg e da interagao entre os dois componentes

Isoforma Energia Energia Energia ApoE | Sistema ApoE- | Energia de
ApoE CH3Hg + CH3Hg CHsHg Interagéo
(kcal/mol) (kcal/mol) | (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)

ApoE2 -2056,09 224,40 -1831,69 -1960,10 -128,41

(CYS 112)

ApoE2 -2941,6 224,40 -2717,20 -2867,70 -150,50

(CYS 158)

ApoE3 -2973,22 224,40 -2748,82 -2940,00 -191,18

ApoE4 -3036,47 224,40 -2812,07 -2747,27 64,80

Fonte: Elaborada pela autora (2025).

Legenda: Energia ApoE = valor de energia calculado para a isoforma isolada; Energia CHs;Hg = valor
fixo correspondente ao metilmercurio (224,40 kcal/mol); Energia ApoE + CH3;Hg = soma das energias
da isoforma e do CH3Hg; Sistema ApoE-CH3;Hg = valor de energia de interagdo dos complexos ApoE-
CHsHg; Energia de Interacdo = diferenga entre o valor total do sistema e a soma dos componentes
isolados.

Esses calculos permitem estimar a estabilidade relativa dos complexos
formados e identificar diferengas potenciais entre as isoformas quanto ao perfil de
interacdo com o CH3Hg. Valores de energia mais negativos indicam interagcdes mais
estaveis e, portanto, maior afinidade entre a isoforma da ApoE e o MeHg. Por outro
lado, valores menos negativos sugerem interagdes mais fracas, o que pode refletir
menor tendéncia a formacdo de complexos estaveis. Essa analise fornece
fundamentos para discutir os efeitos estruturais e funcionais associados a cada

isoforma no contexto da toxicidade diferencial do MeHg.
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Ao analisar a Tabela 2, observa-se que as interagdes entre as isoformas da
ApoE que contém residuos de cisteina apresentam valores de energia negativos,
indicando maior estabilidade dos complexos ApoE-CHs;Hg. Essa estabilidade reduz a
reatividade do sistema, favorecendo a formacgéo da ligagdo Cys-HgCHs;. Entre as
isoformas, a ApoE2 apresentou a maior estabilidade (-278,91 kcal-mol™), seguida
pela ApoE3. Ja a ApoE4 apresentou valor positivo de energia, o que evidencia maior

instabilidade na interagéo entre seus residuos e o CH;Hg.

5.2 Interagoes interatomicas

Para esta etapa, as estruturas das isoformas da ApoE e da molécula de
CHsHg foram selecionadas como fragmentos e submetidas a anadlise de
isosuperficies, de modo a determinar os pontos de contato e a natureza das
interagdes estabelecidas. As interagbes foram classificadas em fortes (para ligagoes
de hidrogénio e interagbes ion—dipolo), fracas (de van der Waals) e de repulsao,
associadas a impedimentos estéricos. Essa analise possibilita ndo apenas a
identificacado dos tipos de interacdo predominantes em cada isoforma, mas também a
comparacgao entre elas quanto ao potencial de ligagdo ao MeHg. A Figura 7 ilustra a
interacao entre um fragmento da ApoE2 e o CH;Hg, destacando o residuo de cisteina
112.
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Figura 7: Visualizagao pelo método alGM da isoforma ApoE2, destacando a interagao
do residuo Cys112 com o CH;Hg.

Fonte: Elaborada pela autora (2025).

Legenda: Na representacao, as esferas azul-claro correspondem aos atomos de carbono, as esferas
brancas aos atomos de hidrogénio, as esferas azul-escuro aos atomos de nitrogénio, as esferas
amarelas aos atomos de enxofre e a esfera cinza ao atomo de mercurio (indicado pelas letras Hg em

verde).

Observa-se que o atomo de mercurio, representado em cinza, encontra-se
em proximidade direta com o atomo de enxofre em amarelo da cisteina, evidenciando
a formacado de uma interagdo do tipo Cys-HgCHs;. A presenga de isosuperficies
coloridas na regido de contato reforca a existéncia de interagcbes localizadas
compativeis com ligagdes fortes, comumente descritas para metais pesados
interagindo com grupos -SH (Bridges; Zalups, 2017; Clarkson; Magos, 2006a; Nogara

et al., 2019). Esse resultado é consistente com a maior estabilidade energética
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observada para a ApoE2 em comparagéo as demais isoformas (Tabela 2), uma vez
que a presenca de residuos de cisteina favorece a ancoragem do metilmercurio.

Além da interagao evidenciada entre o atomo de mercurio e a Cys112, é
possivel verificar que o CHsHg estabelece contato direto com outros residuos
sulfurados da proteina. Observa-se que as interagdes do mercurio com os atomos de
enxofre presentes nos residuos de cisteina (a esquerda) e de metionina (a direita) sdo
classificadas como fortes, representadas pela densidade azul nas isosuperficies, o
que indica a formacao provavel de ligacdes Hg-S. Paralelamente, identificam-se
interagdes fracas do tipo van der Waals, indicadas pela cor verde, envolvendo o
CHsHg e demais residuos da ApoE2.

As isosuperficies também evidenciam interagdes intramoleculares fortes entre
os atomos do radical metila, bem como regides de repulsdo de menor intensidade
com outros residuos da proteina, representadas pela coloracao avermelhada. Esses
achados reforcam que a estabilidade observada para o complexo ApoE2-CHsHg
resulta da combinacéao de interacdes atrativas fortes (Hg-S) e interagdes secundarias
mais fracas, moduladas por forgas de van der Waals e de repulsdes. A Figura 8
apresenta as isosuperficies do CH;Hg em interacdo com a isoforma ApoEZ2,

destacando o residuo Cys158.
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Figura 8: Visualizagao pelo método alGM da isoforma ApoE2, destacando a interagao
do residuo Cys158 com o CH;Hg.

Fonte: Elaborada pela autora (2025).

Legenda: Na representacao, as esferas azul-claro correspondem aos atomos de carbono, as esferas
brancas aos atomos de hidrogénio, as esferas azul-escuro aos atomos de nitrogénio, as esferas
amarelas aos atomos de enxofre e a esfera cinza ao atomo de mercurio (indicado pelas letras Hg em

verde).

Semelhante ao observado na Figura 1 para a Cys112, identificam-se duas
densidades eletrbnicas de maior intensidade entre o atomo de mercurio e o enxofre
da cisteina, bem como com um atomo de oxigénio proximo, o que sugere a presenga
de interacdes fortes do tipo Hg-S e Hg-O. Ressalta-se que a aproximagao entre o
mercurio e atomos de oxigénio com carga negativa é favorecida pelo seu elevado raio
atdbmico, aliado a diferenca de cargas envolvida. Além disso, observa-se uma

interagdo mais fraca de menor intensidade, provavelmente associada a contatos de



41

van der Waals, além de intera¢gdes intramoleculares fortes entre os atomos do radical
metila e regides de repulsdo em baixa intensidade (representadas pela coloragao
vermelha).

Comparando-se com a Figura 1, nota-se que tanto a Cys112 quanto a Cys158
sdo capazes de formar interagbes estaveis com o CH;Hg. A Cys112, localizada em
uma regido mais acessivel da proteina, favorece a aproximagao do metilmercurio e a
ocorréncia de interagdes adicionais com residuos vizinhos. Ja a Cys158, embora
situada em um ambiente mais restrito, apresentou valores energéticos mais negativos
(Tabela 2), indicando a formagao de um complexo ainda mais estavel. Dessa forma,
ambas as cisteinas contribuem para a elevada afinidade da ApoE2 pelo metilmercurio,
sendo a Cys158 determinante para a maior estabilidade total do sistema. A Figura 9
apresenta as densidades eletrénicas referentes a interagdo da isoforma ApoE3 com
o CHzHg.
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Figura 9: Visualizagao pelo método alGM da isoforma ApoE3 com o CH;Hg.

3 3

Fonte: Elaborada pela autora (2025).

Legenda: Na representacao, as esferas azul-claro correspondem aos atomos de carbono, as esferas
brancas aos atomos de hidrogénio, as esferas azul-escuro aos atomos de nitrogénio, as esferas
amarelas aos atomos de enxofre e a esfera cinza ao atomo de mercurio (indicado pelas letras Hg em

verde).

Assim como observado para a ApoE2 (Figuras 7 e 8), identifica-se a formagéao
de interagGes fortes entre o atomo de mercurio e os atomos de enxofre da cisteina e
da metionina, evidenciadas pela coloragao azul nas isosuperficies. No entanto, a
intensidade dessas interagdes mostra-se menor em comparacao a ApoE2, o que pode
estar relacionado a um leve distanciamento do complexo Cys-HgCH; apds a
otimizagao estrutural. Além disso, observa-se a presenca de uma interagao do tipo
van der Waals de maior intensidade entre o atomo de mercurio e o enxofre de outro

residuo de metionina, representada pela coloragdo verde. Entretanto, devido a
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distancia entre os atomos e a influéncia de residuos adjacentes, essa interagdo nao
apresentou o0 mesmo padrao observado para os contatos diretos de Hg com grupos
sulfidrila.

A analise da Figura 9 evidencia que a ApoE3 mantém a capacidade de
interagir com o CH3;Hg por meio de residuos sulfurados, mas com intensidade
reduzida em relacdo a ApoE2. A presencga de contatos adicionais do tipo van der
Waals reforga sua estabilidade intermediaria, embora menos acentuada do que a
observada para a ApoE2. A Figura 10 mostra a representagao da interagao entre a
ApoE4 e o CH;Hg.

Figura 10: Visualizagao pelo método alGM da isoforma ApoE4 com o CH;Hg.

Fonte: Elaborada pela autora (2025).
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Legenda: Na representacao, as esferas azul-claro correspondem aos atomos de carbono, as esferas
brancas aos atomos de hidrogénio, as esferas azul-escuro aos atomos de nitrogénio, as esferas
amarelas aos atomos de enxofre e a esfera cinza ao atomo de mercurio (indicado pelas letras Hg em

verde).

Como previsto pelos valores energéticos obtidos (Tabela 2), ndo foram
identificadas interagdes significativas entre o mercurio e a proteina. Essa auséncia de
interacao esta relacionada a falta de residuos de cisteina na composicéo da ApoE4,
eliminando os sitios preferenciais de ligagao do CHs;Hg. As isosuperficies reveladas
referem-se unicamente a interagcdes intramoleculares do radical metila, associadas as
ligacbes C-H, sem envolvimento direto com residuos criticos da proteina.

Embora a ApoE4 apresente residuos de metionina, nao foi registrada ligagao
Hg-S, possivelmente devido a repulsdo eletrostatica gerada pela presenca de
residuos de arginina, que criam um ambiente local desfavoravel a aproximagéo do
mercurio. Comparativamente, enquanto as isoformas ApoE2 e ApoE3 exibiram
interagcdes Hg-S estaveis, a ApoE4 destacou-se pela instabilidade do complexo
(energia positiva de 64,80 kcal-mol™), evidenciando sua menor afinidade estrutural
com o metilmercurio. Esse resultado reforca a hipétese de que a substituicdo de
cisteinas por argininas constitui um fator determinante para a instabilidade da ApoE4
frente a interagao com o CH;Hg.

A anadlise comparativa das isoformas ApoE2, ApoE3 e ApoE4 com o CH;Hg
revelou padrbes distintos de interacdo que refletem diretamente suas diferencgas
estruturais. A ApoE2 apresentou duas cisteinas (Cys112 e Cys158) capazes de
formar ligacbes Hg-S estaveis, resultando em elevada estabilidade do sistema,
conforme indicado pelos valores energéticos negativos. A ApoE3, embora possua
apenas uma cisteina na posigao 112, também exibiu energia de interagao negativa, o
que pode ser atribuido a um rearranjo estrutural favoravel da Cys112, potencialmente
intensificado pela presenca da arginina na posi¢cao 158 e por ligacdes adicionais do
tipo van der Waals. Ja a ApoE4 destacou-se pela auséncia de interacdes relevantes
com CH3Hg devido a substituicao das cisteinas por argininas e ao ambiente repulsivo

que esses residuos criam.
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5.3 Graficos de RDG das interagoes entre os sistemas

O RDG é uma ferramenta que nos permite enxergar e classificar as interagdes
nao-covalentes presentes na molécula, diferenciando se elas séo atrativas, repulsivas
ou apenas fracas. Isso ajuda a entender como a presenga do MeHg altera o perfil de
interagdes e modifica 0 ambiente local nos residuos alvo. A Figura 11 apresenta os
graficos RDG obtidos para o sistema APOE2-Cys112 na auséncia e presencga do
CHsHg.

Figura 11: Analise da interagao entre APOE2-Cys112 e MeHg.
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Fonte: Elaborada pela autora (2025).

Graficos de RDG em fungéo de sign(A;)p para os sistemas ApoE2-Cys112 (a esquerda) e ApoE2-
Cys112-CHzHg (a direita). As regides em azul indicam interacdes atrativas, em verde interagdes fracas
de van der Waals e em vermelho interagées repulsivas. Nota-se que a presenga do CH;Hg modifica o
perfil de interagcdes em torno da Cys112, sugerindo participacdo deste residuo como potencial sitio de

ligagdo ao metal.

A analise por meio dos graficos RDG foi conduzida para o residuo Cys112 da
ApoE2, onde observamos que a presenga do CHs;Hg promoveu mudangas
significativas no perfil de interagdes nao-covalentes. Enquanto a Cys112 isolada
apresenta distribuicdo caracteristica de interagdes difusas e de menor intensidade, o
complexo com CH3;Hg exibe maior concentragédo de pontos em regides atrativas (azul)
e de disperséo (verde). Esse resultado sugere que o MeHg modifica o0 ambiente local
da Cys112, favorecendo interagdes especificas que corroboram sua alta afinidade por
grupos -SH, reforcando a relevancia do residuo Cys112 como potencial sitio de

ligacdo. A mesma analise foi conduzida para o residuo Cys158 da ApoE2 (Figura 12).
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Figura 12: Analise da interagao entre APOE2-Cys158 e MeHg.
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Fonte: Elaborada pela autora (2025).

Graficos de RDG em fungéo de sign(A;)p para os sistemas ApoE2-Cys158 (a esquerda) e ApoE2-
Cys158-CH3Hg (a direita). As regides em azul indicam interagbes atrativas, em verde interagdes fracas

de van der Waals e em vermelho interagdes repulsivas.

De forma semelhante ao observado para a Cys112, nota-se que a presenca do
CHsHg promoveu mudancas significativas no perfil de interagdes ndo-covalentes. A
analise por meio dos graficos evidencia diferengas marcantes entre o residuo Cys158
isolado e em complexo com CHz;Hg. No sistema APOE2-Cys158, observa-se um perfil
caracterizado principalmente por interagdes fracas e difusas, representadas pela
predominancia de pontos nas regides verdes. Ja na presenga do CH;Hg, nota-se uma
intensificagao das interagdes atrativas (regides azuis) e de disperséao (regides verdes),
refletindo a formagéo da ligagdo Hg—S, formando um complexo mais estavel. Esses
achados sugerem que tanto a Cys112 quanto a Cys158 podem atuar como sitios
preferenciais para a ligacdo do MeHg. Para avaliar se 0 mesmo comportamento se
repete em outra isoforma, realizamos a analise de interagcdes nao-covalentes para a

ApoE3, na auséncia e presenga do CH3;Hg (Figura 13).
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Figura 13: Analise da interagao entre APOE3 e MeHg.
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Fonte: Elaborada pela autora (2025).

Graficos de RDG em fungéo de sign(A;)p para os sistemas ApoE3 (a esquerda) e ApoE3-CHzHg (a
direita). As regides em azul indicam interagfes atrativas, em verde interagdes de van der Waals e em
vermelho interagbes repulsivas. A comparagao entre os graficos mostra que a presenga do CH;Hg
altera o perfil de interagdes nao-covalentes na ApoE3, embora de forma menos pronunciada do que o

observado na ApoE2.

A analise do perfil de interacbes ndo-covalentes da ApoE3 mostrou que o
sistema isolado apresenta distribuicdo tipica de interacdes difusas, com
predominancia de regides verdes (van der Waals) e repulsivas (vermelhas). Na
presenga do CHs;Hg, observa-se o surgimento de interagbes atrativas adicionais
(regides azuis), indicando a formagao de ligagdes estabilizantes entre o metal e a
proteina. No entanto, a intensidade e a concentragcao dessas interacbes parecem
menos evidentes do que nas analises conduzidas para a ApoE2. Por fim, foi realizada
a analise do perfil de interagbes nao-covalentes na isoforma ApoE4, na auséncia e
presenga do CHs;Hg (Figura 14).
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Figura 14: Analise da interagdo entre APOE4 e MeHg.
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Graficos de RDG em fungéo de sign(A;)p para os sistemas ApoE4 (a esquerda) e ApoE4-CHzHg (a
direita). As regides em azul correspondem a interagdes atrativas, em verde a interagdes de van der
Waals e em vermelho a interagdes repulsivas. Nota-se que a presenga do CHs;Hg promove alteragdes

no perfil de interacdes, embora menos evidentes do que aquelas observadas para a ApoE2 e ApoE3.

A anadlise da isoforma ApoE4 revelou que, no sistema isolado, predominam
interagdes fracas de van der Waals (regides verdes) e repulsivas (vermelhas),
enquanto as regides atrativas (azuis) sdo menos pronunciadas. Com a introdugao do
CH3;Hg, surgem sinais adicionais de interagdes atrativas, porém em intensidade
reduzida quando comparada as isoformas ApoE2 e ApoE3. Esses resultados
sugerem que a ApoE4 apresenta menor capacidade de estabilizagdo por meio de
ligacdes Hg—S ou outras interagdes atrativas, o que pode estar relacionado a menor
afinidade desta isoforma pelo MeHg.
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6 DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo revelam que as interagdes entre o CH;Hg
e as isoformas da ApoE sdo moduladas pela presenca ou auséncia de residuos de
cisteina, refletindo-se em diferentes padroes de estabilidade energética. Os valores
da energia de interagdo podem ser explicados pelas diferengcas estruturais
fundamentais entre as isoformas. Enquanto a ApoE2 e a ApoE3 apresentam residuos
de cisteina nas suas posig¢des 112 e/ou 158, o que favorece a interagcdo com o MeHg
devido a presenca dos grupos -SH, a ApoE4 apresenta substituicido desses residuos
por arginina. A Figura 5 apresenta um modelo esquematico comparativo das
interagdes entre o CH3;Hg e as isoformas da ApoE. Esse esquema ilustra como as

diferencas estruturais impactam a estabilidade dos complexos.

Figura 15: Esquema conceitual: Interagées do CH3Hg com isoformas da ApoE.

4

CH*Hg
ApoE2 ApoE3 ApoE4
2 Cys (112,158) 1 Cys (112) 0 Cys
Estabilidade alta Estabilidade intermediaria Instabilidade

Fonte: Elaborada pela autora (2025).

Figura 5. Esquema conceitual representando as interagbes do CHs;Hg com as isoformas da ApoE. Na
ApoE2, a presenca de duas cisteinas (Cys112 e Cys158) possibilita interacées Hg-S estaveis,
resultando em maior estabilidade do complexo. Na ApoE3, apenas a Cys112 estd disponivel,
permitindo uma interagao estavel, porém de intensidade intermediaria. Ja na ApoE4, a substituicdo das
cisteinas por argininas elimina os principais sitios de ligacdo, resultando em auséncia de interagdes
significativas e instabilidade do complexo. As setas indicam a intensidade das interagdes: continua

(forte), tracejada (intermediaria) e pontilhada (ausente/instavel).



50

No presente estudo, apenas as isoformas ApoE2 e ApoE3 apresentaram
energias de interacdo negativas, enquanto a ApoE4 ndo demonstrou interagbes
estaveis, resultando em energia positiva. Esses resultados contrastam, em parte, com
o estudo experimental de Berntsson et al. (2022), que investigou a ligagdo de ions
Hg(ll) as isoformas da ApoE e encontrou afinidades de ligagdo semelhantes entre
ApoE2, ApoE3 e ApoE4 (Kd ~ 4-5 pM). No entanto, apesar da similaridade na
afinidade, os autores relataram que o mercurio induziu alteragdes estruturais distintas,
mais pronunciadas na ApoE4.

Assim, enquanto Berntsson et al. sugerem que todas as isoformas sao
capazes de interagir com o mercurio, os resultados descritos anteriormente destacam
que apenas ApoE2 e ApoE3 estabelecem interagbes Hg-S energeticamente estaveis
com o metilmercurio, ao passo que a ApoE4 permanece instavel. Essas diferengas
podem estar relacionadas a diferenga dos compostos estudados, Hg** e CH;Hg", e
aos residuos-alvo envolvidos. Enquanto consideramos especificamente as interagdes
Hg-S (cisteinas), Berntsson et al. analisaram Hg(ll), que pode interagir também com
outros residuos, ndo apenas cisteinas. No entanto, ambos os trabalhos reforcam a
hipétese de que a ApoE4 é estruturalmente mais vulneravel aos efeitos do mercurio,
ainda que por mecanismos distintos.

A caracterizagao das interagdes interatbmicas € uma abordagem fundamental
para compreender os mecanismos que modulam a estabilidade e a afinidade entre as
isoformas da ApoE e o CHs;Hg e identificar os tipos de interagdo envolvidos,
fornecendo uma descricdo mais detalhada da natureza dos complexos formados
(Contreras-Garcia et al., 2011; Johnson et al., 2010). Neste trabalho, aplicou-se o
modelo alGM nos quatro sistemas analisados que permite distinguir interagdes
atrativas e repulsivas com base em propriedades do gradiente eletronico (Lu; Chen,
2012).

A ApoE2 e a ApoE3 demonstraram elevada afinidade pelo metilmercurio,
enquanto a ApoE4 apresentou auséncia de interagdes significativas. Esses achados
se alinham a estudos prévios que destacam a elevada afinidade do mercurio por
grupos sulfidrila, como os presentes em residuos de cisteina e sustentam a hipotese
de que variacdes estruturais da ApoE influenciam sua capacidade de interagdo com
metais pesados (Bridges; Zalups, 2017; Clarkson; Magos, 2006a).

A analise RDG comparativa entre as isoformas indica que a introdu¢ao do

CHsHg altera o perfil de interagbes nao-covalentes locais, gerando um aumento
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relativo nas regides associadas a interagdes atrativas e de dispersdo. Ao comparar
as isoformas, os graficos mostram que ApoE2, na presenga do CH;Hg, exibe maior
densidade de pontos nas regides atrativas, ApoE3 apresenta um efeito intermediario
e ApoE4 demonstra o menor efeito detectavel pelo RDG. A diferengca na
disponibilidade de grupos -SH entre isoformas explica a maior tendéncia de ligacéao
observada na ApoE2. Isso sugere a formacédo de interagdes mais estabilizantes
quando o MeHG esta presente, compativel com a formagdo de complexos Hg—S
detectados em outros sistemas proteicos (Rupa et al., 2023).

Assim, a maior estabilidade observada para a ApoE2 e ApoE3 e a presenca
de interacbes do tipo forte pode ser atribuida a presenca de residuos de cisteina,
capazes de formar ligagdes Hg-S estaveis. Por outro lado, a substituigdo desses
residuos por argininas na ApoE4 altera a conformacao local da proteina, elimina
potenciais sitios de ligacao tiol, além de gerar um ambiente eletrostatico desfavoravel,
justificando a afinidade reduzida pelo MeHg e a instabilidade encontrada neste estudo.
Esses resultados ajudam a explicar, em nivel molecular, evidéncias clinicas e
epidemioldégicas que associam a presenga do alelo ¢4 da ApoE a maior
vulnerabilidade aos efeitos toxicos do metilmercurio.

Do ponto de vista funcional, a ligagdo de mercurio a residuos Cys na ApoE
pode ter multiplas implicagcbes, podendo causar alteragdes conformacionais na
proteina e interferir na sua interagdo com lipidios ou receptores, além de contribuir
para efeitos toxicoldgicos observados em estudos epidemiolégicos e experimentais
sobre risco cognitivo (Gasmi et al., 2022b; Xu; Finkelstein; Adlard, 2014a). Estudos
populacionais em diferentes contextos mostraram que individuos portadores da
ApoE4 apresentam piores desfechos neurolégicos quando expostos ao mercurio,
incluindo déficits cognitivos, prejuizos no desenvolvimento infantil e alteracbes
neuropsicoldgicas (Arrifano et al., 2018; Ng et al., 2015; Snoj Tratnik et al., 2017a;
Woijcik et al., 2006).

Além disso, um estudo com populacdes amazbnicas expostas mostrou que
portadores do alelo €4 apresentaram maiores niveis corporais de mercurio, o que pode
intensificar os efeitos téxicos do metal nesse grupo genético (Arrifano et al., 2018).
Esses achados estdo de acordo com a hipotese proposta por Pendergrass e Haley
(1995), que a isoforma ApoE4 apresenta capacidade reduzida de ligagao ao mercurio
quando comparada & ApoE2. Orgéos com elevado contetido de ApoE, como o SNC,

seriam afetados por essa menor capacidade de quelar o metal e, por isso, uma maior
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fracdo de mercurio permaneceria na forma livre, favorecendo seu acumulo e
potencializando os efeitos neurotoxicos.

A auséncia de residuos de cisteina na ApoE4, evidenciada neste trabalho,
elimina os principais sitios de ligagdo do CH3Hg, resultando em interagdes instaveis.
Essa instabilidade sugere que, em portadores da ApoE4, o metilmercurio permanece
mais disponivel para interagir com outras biomoléculas, como proteinas neuronais e
mitocondriais, favorecendo processos de estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial e
neuroinflamagédo, mecanismos ja descritos em associacdo a toxicidade do metal
(Crespo-Lépez et al., 2009b; Karagas et al., 2012).

Assim, a partir dos achados computacionais, € possivel propor que a ApoE4,
ao nao reter eficientemente o CH;Hg, contribui para a maior susceptibilidade clinica
observada em seus portadores. Em contraste, as isoformas ApoE2 e ApoE3, ao
apresentarem residuos de cisteina capazes de estabilizar interagdes Hg-S,
funcionariam reduzindo a fragcdo de mercurio livre circulante e, consequentemente,
seus efeitos toxicos. Essa hipotese amplia a compreensdo de como a genética da
APOE modula a toxicidade do mercurio e fornece uma base para os achados clinicos
ja descritos em diferentes populagbes expostas.

A Tabela 3 resume os principais estudos encontrados na literatura que
avaliaram a associagcao entre o gene ApoE e a exposi¢ao ao MeHg ou Hg. Estao
descritos 0 ano, desenho do estudo, populacdo/amostra, achados relacionados ao
gene ApoE, medidas de mercurio e principais conclusbes, bem como o0s

identificadores de referéncia (PMID/URL).

Tabela 3 - Principais estudos envolvendo ApoE e Metilmercurio

Citacao Ano | Desenho do | Amostra/ | Achados APOE | Medida de Principais PMID/URL
(Autor) estudo Modelo mercurio resultados
Ng S.etal. | 2013 | Coorte Criangas | Os portadores Hg pré- Neurodesenvolvi PMID:23603214
2013 - (exposigao (pares de €4 natal / mento adverso https://pubmed.
Mercury, pré-natal). mae- apresentaram sangue do | associado ao Hg ncbi.nim.nih.gov
APOE, and filho). efeitos adversos | cordao pré-natal entre 123603214/
children's mais fortes no umbilical. portadores de €4.
neurodevel neurodesenvolvi
opment mento.
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Ng S.etal. | 2015 | Coorte (do 166 Variantes de Hg do Variantes do PMID:25014903
2015 - nascimento individuos | APOE sangue do | APOE https://pubmed.
Mercury, aos 2 anos). modificaram cordao influenciaram a ncbi.nim.nih.gov
APOE, and associagbes de | umbilical. associagao entre | /25014903/
child comportamento o Hg do cordéao e
behavior de Hg. o0 comportamento
posterior da
crianga.

Trdin A. et | 2020 | Transversal Maes e As maes com €4 | Sangue Os portadores de | PMID:32622117
al. 2020 - (gestantes). recém- apresentaram periférico, €4 apresentaram https://pubmed.
Trace nascidos | niveis médios sangue do | niveis ncbi.nlm.nih.gov
elements (n varia). mais elevados cordao significativamente | /32622117/
and APOE de MeHg. umbilical, mais altos de
polymorph cabelo. MeHg.
isms in
pregnant
women
Palir N. et 2023 | Observacion | Coorte Polimorfismos Medidas de | Genotipo APOE PMID:36621546
al. 2023 - al (gestantes | italiana APOE sangue / associado a https://pubmed.
ALAD and e recém- associados aos | cabelo variagdo em ncbi.nim.nih.gov
APOE nascidos) niveis de biomarcadores de | /36621546/
polymorph mercurio em mercurio.
isms maes / recém-
associated nascidos
with lead
and
mercury
Berntsson | 2022 | Bioquimico/ | Recombin | Examinou a Ensaios de | Hg induziu PMID:36033665
E. et al. biofisico antes de ligagao ligagdo de alteracdes ; PMCID:PMC
2022 - (in vitro). ApoE diferencial de ions de estruturais 9404194
Mercury (ApoE2/ Hg as isoformas | mercurio. distintas mais https://pubmed.
lon 3/4) de ApoE; pronunciadas na ncbi.nim.nih.gov
Binding to sugere uma ApoE4, podendo | /36033665/
Apolipopro possivel base explicar a https://pmc.ncbi.
tein E mecanicista suscetibilidade nim.nih.gov/artic
Variants para a especifica da les/PMC940419

suscetibilidade a isoforma. 4/

4.
Arrifano 2018 | Revisao/ Populagd | Discute a Medidas de | Perfil dos PMID:30100920
GPF et al. estudo es distribuicao do Hg no gendtipos de ; PMC:
2018 - genético em | ribeirinhas | alelo APOE e cabelo e no | APOE; revisdo de | https://pubmed.
Genetic populacdes da possiveis sangue por | evidéncias que ncbi.nlm.nih.gov
susceptibil amazonicas. | Amazébnia | ligagbes com a ICP- relacionam APOE | /30100920/
ity to (n~800). suscetibilidade MS/GC- a neurotoxicidade | https://www.ncbi
neurodege ao mercurio. pyro-AFS. do mercurio. .nim.nih.gov/pm
neration in c/articles/PMC6
Amazon 073741/

(review)
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Roque CR | 2021 | Estudo APOE Usando o Exposicdo | A exposigdo ao PMID:34670124
et al. 2021 - animal knockout | modelo ApoE cronica ao | MeHg afetou https://pubmed.
MeHg (camundong | (dislipidé KO para MeHg genes de reparo ncbi.nim.nih.gov
affects os knockout | micos) — investigar a (oral). de DNA, induziu 134670124/
DNA repair para ApoE). | jovens. interagdo com estresse oxidativo

and as vias de e anormalidades

oxidative toxicidade do cromossOmicas

stress in MeHg. em camundongos

APOE KO ApoE KO.

mice

Crespo- 2023 | Analise. Varios Resume as Varios Analisa a PMCID:PMC
Lopez ME estudos evidéncias de biomarcado | influéncia 10747380

et al. 2023 - humanos | que €4 pode res em genética https://www.ncbi
Revisiting e estar ligado a estudos. (incluindo APOE) | .nlm.nih.gov/pm
Genetic experime | uma maior na exposicao / cl/articles/PMC1
Influence ntais. carga de Hg ou efeitos do 0747380/

on Mercury toxicidade. mercurio.

Exposure

and ...

(review)

Tratnik JS | 2016 | Coorte Pares Interacao Hg pré- Avaliou APOE PMID:27616663
et al. (Eslovénia e | mae-filho | examinada de natal como modificador | https://pubmed.
2016/2017 - Croacia). (n~600 + | Hg pré-natal (materno/ de associacoes ncbi.nim.nih.gov
Prenatal 243). com cordéo). Hge 127616663/
Mercury polimorfismo neurodesenvolvim

Exposure, APOE no ento.

Neurodeve neurodesenvolvi

lopment mento.

and APOE

Mutter J. 2004 | Revisao/ Reviséo Propde que a Nivel de Hipdtese de que PMID:15580166
2004 - hipotese. de ApoE4 reduziu a | discussao as isoformas de https://pubmed.
Alzheimer literatura; | ligagcdo metalica | (dados ndo | ApoE diferem no | ncbi.nlm.nih.gov
disease: tedrica. como um primarios). | manuseio de 115580166/
mercury as possivel metais; ApoE4

pathogenet mecanismo que pode conferir

ic factor liga o mercurio vulnerabilidade.

ao risco de DA.

Diversos estudos tém investigado a possivel interagao entre polimorfismos do

gene ApoE e a toxicidade do MeHg ou Hg em modelos humanos e experimentais. Em

coortes de gestantes e criangas (Ng et al., 2013, 2015; Palir et al., 2023; Tratnik et al.,

2017a), observou-se que portadores do alelo ¢4 podem apresentar maior acumulo de

mercurio em sangue,

cabelo ou cordao umbilical,

além de efeitos no

neurodesenvolvimento mais acentuados. Em modelo experimental, Roque et al.

(2021) demonstraram que camundongos knockout para ApoE expostos cronicamente

ao MeHg apresentam maior estresse oxidativo e alteragdes em genes de reparo do

DNA. Em conjunto, esses trabalhos sugerem que a variabilidade genética em ApoE
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pode modular tanto a toxicocinética quanto a suscetibilidade aos efeitos neurotoxicos
do mercurio.

Nesse sentido, a ApoE pode ser usada como um biomarcador genético
promissor para estudos de susceptibilidade a intoxicagdo por mercurio. Identificar
individuos com o alelo €4 pode auxiliar na estratificacdo de risco em comunidades
expostas, permitindo a adogdo de estratégias preventivas e de monitoramento
direcionadas. Além disso, o conhecimento sobre como variagdes estruturais da ApoE
modulam interagcbes moleculares com metais pesados pode contribuir para o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas, a fim de minimizar os efeitos
neurotéxicos do mercurio em populagdes vulneraveis.

Apesar dos avancos, este estudo apresenta algumas limitagdes, entre elas, a
abordagem estritamente computacional que, embora permita a caracterizagao
detalhada das interacbes moleculares, ndo substitui a necessidade de validacao
experimental. Além disso, outros polimorfismos ou fatores ambientais que podem
modular a toxicidade do mercurio nao foram considerados nas simulagbes. Também,
a correlagdo com achados clinicos se da de forma indireta, baseada em estudos
prévios, o que reforga a necessidade de investigagbes complementares.

Diante das limitagdes apresentadas, estudos futuros devem buscar integrar
abordagens computacionais e experimentais, a fim de ampliar a compreensao dos
mecanismos que modulam a toxicidade do metilmercurio. Por exemplo, a validagao
experimental das interagdes Hg-S e a estabilidade dos sistemas descritos neste
trabalho pode ser confirmada por meio de técnicas como espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN), cristalografia de raios-X ou espectrometria de
massas. A compreensao dos mecanismos de toxicidade do mercurio mediados pela
ApoE, outras variaveis genéticas e ambientais podem abrir caminho para o
desenvolvimento de estratégias preventivas e terapéuticas, voltadas a individuos mais

vulneraveis, especialmente em comunidades cronicamente expostas ao mercurio.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram caracterizar, de forma
inédita, as interagbes entre o MeHg e as isoformas da ApoE por meio de métodos
computacionais. As analises energéticas mostraram que as isoformas ApoE2 e
ApoE3 apresentam maior estabilidade na presenga do CHs;Hg, enquanto a ApoE4 se
mostrou menos estavel, sendo a presenga de residuos de cisteina um fator
determinante para a estabilidade dos complexos formados.

As analises de interagdes nao-covalentes pelo método RDG
complementaram esses achados, revelando que a presenca do CH3;Hg intensifica
interacdes atrativas nos residuos sulfurados da ApoE2 e ApoE3, mas nao exerce o
mesmo efeito na ApoE4, devido a auséncia de cisteinas. Essa instabilidade da ApoE4
frente ao CH3;Hg pode contribuir para a maior vulnerabilidade observada em seus
portadores, uma vez que o metal permanece mais disponivel para interagir com alvos
celulares, desencadeando processos de estresse oxidativo, neuroinflamagao e
disfungao mitocondrial. Dessa forma, o presente trabalho complementa evidéncias ja
embasadas na literatura e fornece uma ligagdo entre analises moleculares e
observagdes populacionais.

Desse ponto de vista, a caracterizagdo das diferengas estruturais entre as
isoformas da ApoE frente ao MeHg reforca o potencial dessa proteina como
biomarcador de risco. A identificacdo de individuos portadores do alelo €4 em
populagdes cronicamente expostas pode auxiliar na estratificacdo de risco, no
monitoramento clinico e no desenvolvimento de estratégias preventivas em saude
publica. Futuras pesquisas que integrem modelagem molecular, validagao
experimental e estudos epidemiolégicos poderdo ampliar a compreensao da
toxicidade do MeHg e reforgar a construgéo de intervengdes direcionadas para grupos

vulneraveis.
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Introduction

The rapid expansion of illegal gold mining in the Amazon has caused severe social and
environmental issues, particularly mercury (Hg) contamination, threatening biodiversity
and the health of local communities (Domingues et al., 2024). Amazonian riverside
populations have historically been exposed to chronic methylmercury (MeHg) levels
due to ingestion of contaminated fish from water reservoirs (Crespo-Lopez et al, 2021).

Anthropogenic activities in the Amazon have driven MeHg, a highly toxic organic form
of Hg, to bivaccumulate in the trophic chain, mainly in fish used as subsistence food in
riverside communities (Myholt et al, 2022), raising public health concerns, especially for
vulnerable populations. The Amazonian nverside populations are isolated communities far
from urban areas, with poor health service access. They strongly rely on the river to sustain
fishing and obtain dietary proteins.

The awareness that MeHg has multisystemic effects, apart from its well-known
neurological toxicity, is of utmost importance since accumulating evidence points to
chronic MeHg intoxication as a culprit of increasing cardiovascular risk in preclinical
and clinical studies (Ginsberg et al, 2014; Lopes-Araijo et al. 23). MeHg exposure

significantly increases the risk of fatal and non-fatal cardiovascular complications, with

tipping points as low as 1 pg/g hair Hg (Huo et al, 2021a). MeHg deleterious effects on
cardiovascular and atherosclerotic risk may be aggravated by the obesity epidemics
occurring even in the Amazon region (Silva et al. 2021). A recent increase in non-
communicable diseases (NCDs) like hypertension, diabetes, and obesity among Amazonian
riverine populations, comparable to urban Brazil, has drawn academic attention. Arnfano
et al. (2018) linked the APOE4 allele to hypertension and altered fasting blood glucose in

these communities (Arrifano et al, 2018a).
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